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Aanhechting van micro-organismen, zoals bacteriën, aan oppervlakken komt in 
veel situaties voor. Een heel bekend voorbeeld van dit proces vindt plaats in de 
mond. In de mond zijn veel verschillende soorten oppervlakken aanwezig 
waaraan bacteriën zich kunnen hechten. Als dit gebeurt op tanden en kiezen, dan 
kunnen zij zich na verloop van tijd vermenigvuldigen en een leefgemeenschap 
vormen die, toepasselijk, “tandplaque” wordt genoemd. Wanneer plaque niet 
wordt verwijderd, door bijvoorbeeld tandenpoetsen, zijn tandvleesontstekingen 
of cariës (gaatjes in tanden en kiezen) het gevolg. De algemene term voor een 
dergelijke microbiële leefgemeenschap is een “biofilm”. Biofilms komen in veel 
praktische situaties voor en kunnen op metaaloppervlakken roestvorming 
veroorzaken (bijvoorbeeld in pijpleidingen en warmtewisselaars in de industrie), 
maar kunnen ook bij diverse medische toepassingen, zoals kunstgewrichten of 
katheters, voor infecties zorgen. Voordat een biofilm kan ontstaan, moeten de 
bacteriën sterk genoeg aan een oppervlak gaan hechten zodat ze niet wegspoelen 
door een vloeistofstroom, zoals bijvoorbeeld speeksel in de mondholte. Om een 
beter begrip te krijgen van de kracht waarmee de aanhechting plaatsvindt, is een 
aantal experimentele technieken en theoretische beschrijvingen beschikbaar. 
 In Hoofdstuk 1 wordt het belang van kennis over de sterkte waarmee 
bacteriën aan oppervlakken hechten kort weergegeven. Deze hechtingskrachten 
kunnen experimenteel bepaald worden met, bijvoorbeeld, de Parallel Plate Flow 
Chamber (afgekort tot PPFC) en de Atomic Force Microscope (afgekort tot 
AFM). Ook kunnen ze berekend worden met behulp van een theorie die 
ontwikkeld is door Derjaguin, Landau, Verwey en Overbeek (en dus de DLVO-
theorie genoemd wordt). De krachten die bepaald zijn met de verschillende 
benaderingen hebben allemaal hun eigen orde van grootte. Een verdere 
complicatie is dat er in de literatuur weinig experimenten worden beschreven die 
bij dezelfde omstandigheden zijn uitgevoerd (bijvoorbeeld de te gebruiken 





vindt). Dit is echter wel een vereiste om de uitkomsten van de verschillende 
technieken goed met elkaar te kunnen vergelijken. 
 Het doel van het onderzoek, beschreven in dit proefschrift, is om meer 
inzicht te krijgen in de mechanismen die verantwoordelijk zijn voor de variatie 
in grootte-orde van hechtingskrachten gemeten met verschillende technieken. 
Om dit doel te bereiken werden experimenten in de PPFC en AFM uitgevoerd 
bij dezelfde omstandigheden (vloeistof, temperatuur) en werden twee 
testoppervlakken met verschillende affiniteiten voor water gebruikt: een 
waterminnend (hydrofiel) en een waterafstotend (hydrofoob) oppervlak. 
 In Hoofdstuk 2 worden voor zes verschillende bacteriële stammen 
hydrodynamische schuifkrachten, zoals bepaald in een PPFC, de berekende 
DLVO-krachten en het percentage bacteriën dat van het oppervlak verwijderd 
wordt als gevolg van het passeren van een luchtbel, getoetst aan een drie-tal 
hypothesen: 
1. Als een sterke hydrodynamische schuifkracht nodig is om aanhechting te 
voorkomen (Fprev) zal ook een sterke hydrodynamische schuifkracht om 
hechtende bacteriën te verwijderen (Fdet) nodig zijn. 
2. Een zwakke Fdet impliceert dat meer bacteriën verwijderd zullen worden 
als een luchtbel door de PPFC geleid wordt. 
3. DLVO interacties bepalen Fprev, Fdet en het percentage bacteriën dat door 
een passerende luchtbel verwijderd wordt. 
 Het bleek dat alle hypothesen verworpen moesten worden, waarmee duidelijk 
werd dat er een onderscheid gemaakt moet worden tussen krachten die parallel 
aan het oppervlak werken (de schuifkrachten) en de krachten die loodrecht op 
het oppervlak werken (DLVO-krachten en de door de luchtbel uitgeoefende 
krachten om hechtende bacteriën te verwijderen).  
 Uit het onderzoek bleek verder dat de affiniteit voor water van het 
testoppervlak geen eenduidige invloed had op Fprev. Wel was het veel moeilijker 





wat bevestigd werd door de verwijderingexperimenten met luchtbellen. Deze 
resultaten laten zien dat aanhechting van bacteriën gunstiger is, als het oppervlak 
waterafstotend is. 
 Een andere parameter voor hechtingssterkte is de zogenoemde 
desorptiesnelheidscoëfficiënt die afhankelijk is van de contacttijd tussen bacterie 
en testoppervlak. Voor vier verschillende Staphylococcus epidermidis stammen 
werd deze coëfficiënt onderzocht en in Hoofdstuk 3 beschreven. De initiële 
waarde van deze parameter werd niet beïnvloed door de water-affiniteit van het 
testoppervlak. Waarschijnlijk komt dit doordat de krachten die voor aantrekking 
zorgen (de zogenoemde Lifshitz-Van der Waals interacties) voor beide 
oppervlakken gelijk zijn. Dat betekent dat onafhankelijk van het oppervlak 
initieel evenveel hechtingsenergie overwonnen moet worden, om aan de 
aantrekking van het oppervlak te kunnen ontsnappen. Met het toenemen van de 
contacttijd tussen bacterie en oppervlak, wordt de desorptiesnelheidscoëfficiënt 
kleiner. Met andere woorden, hechtende bacteriën gaan moeilijker van het 
oppervlak af. In dit proces speelt de affiniteit voor water van het testoppervlak 
wel een rol. Op het hydrofobe oppervlak gaat dit proces namelijk significant 
sneller en zijn de eindwaarden van de coëfficiënt ook significant kleiner. Dit 
suggereert dat hechten aan het water afstotende oppervlak gunstiger is. Aan het 
einde van het hoofdstuk wordt geconcludeerd dat het “hydrofobe effect” hier de 
oorzaak van is. Anders gezegd, doordat watermoleculen niet graag tegen een 
waterafstotend oppervlak gedrukt zitten, is het gunstiger als hun plek wordt 
ingenomen door de hechtende bacterie. 
 In Hoofdstuk 4 wordt beschreven hoe de PPFC gebruikt kan worden voor 
een meer kwalitatieve benadering van adhesie, namelijk het dynamische 
karakter waarmee bacteriën kunnen hechten. In dit hoofdstuk worden, voor 
aanhechting van dezelfde vier S. epidermidis stammen als in Hoofdstuk 3, twee 
verschillende hechtingsmechanismen beschreven: immobiel (bacteriën hechten 





worden wel door het oppervlak aangetrokken, maar niet erg sterk, zodat de 
gehechte bacteriën, als gevolg van de vloeistofstroom, over het oppervlak rollen 
of glijden). Uit dit onderzoek bleek dat de water-affiniteit van het testoppervlak 
een grote invloed had op het percentage bacteriën dat mobiel hecht. Op het 
hydrofiele oppervlak bleek een substantieel deel van de bacteriën op een 
mobiele manier te hechten, terwijl deze vorm nagenoeg niet aanwezig was op 
het hydrofobe oppervlak. Geconcludeerd werd dat dit effect veroorzaakt wordt 
door de zogenoemde Lewis acid-base interacties, die een maat zijn voor de 
mogelijkheid van het vormen van waterstofbruggen tussen bacterie en water, 
tussen oppervlak en water en tussen bacterie en oppervlak. Bij hechting aan het 
hydrofiele oppervlak zijn deze interacties afstotend, waardoor de totale 
aantrekkende kracht tussen bacterie en oppervlak te zwak is voor immobiele 
hechting. Bij hechting aan het hydrofobe oppervlak zijn de Lewis acid-base 
interacties aantrekkend, waardoor de hechting volledig immobiel is.. 
  Tenslotte is, in Hoofdstuk 5, voor de S. epidermidis stammen op een 
directe manier contacttijdafhankelijke interactiekrachten met het hydrofiele en 
hydrofobe oppervlak gemeten, door gebruik te maken van AFM. Er was geen 
eenduidige invloed van de water-affiniteit van het testoppervlak op de initiële 
adhesiekrachten. Wel was er een invloed zichtbaar bij langere contacttijden 
tussen de bacterie en het testoppervlak. Op het hydrofobe oppervlak werden de 
adhesiekrachten namelijk nauwelijks sterker en ontstonden er slechts sporadisch 
meer adhesiepieken in een enkele meting. Op het hydrofiele oppervlak echter, 
ging het toenemen van de adhesiekracht bij langere contacttijden gepaard met 
het ontstaan van meerdere adhesiepieken in een meting. Dit gedrag werd voor 
alle onderzochte stammen gezien en met behulp van Poisson-analyse (een 
methode uit de statistiek) kon de invloed van waterstofbrugvorming aangetoond 
worden. Uit deze resultaten kon geconcludeerd worden dat op het hydrofobe 
oppervlak hechting veroorzaakt wordt door het “hydrofobe effect” en dat dit 





van de hechtingskracht veroorzaakt door de vorming van waterstofbruggen 
tussen bacterie en oppervlak, nadat contact geforceerd is. 
Tot nu toe zijn alleen parameters bepaald voor situaties waarin geen 
specifieke interacties (zoals bijvoorbeeld binden van een bepaalde chemische 
structuur aan een receptor van een bacterie) een rol spelen. Daarom is in 
Hoofdstuk 6 onderzoek verricht naar de rol van specifieke receptoreiwitten 
(bindingsplaatsen, BP’s) voor  het eiwit fibronectine (Fn), zogenoemde FnBP’s, 
die op Staphylococcus aureus aanwezig kunnen zijn. Het onderzoek toonde aan 
dat de stam die de FnBP’s wel heeft, significant sneller en sterker aan een Fn-
coating hecht dan de stam zonder FnBP’s. In overeenstemming met deze 
resultaten lieten studies met “isothermal titration calorimetry” (een manier om te 
zien hoeveel warmte gepaard gaat met het binden van eiwitten aan receptoren op 
bacteriën) zien dat bij deze stam de adsorptie-enthalpie van Fn hoger was dan bij 
de stam zonder FnBP’s. Anders gezegd, er kwam meer warmte vrij als het eiwit 
bindt met de bacterie die wel FnBP’s heeft. Tevens zijn er 
desorptiesnelheidscoëfficiënten bepaald. Ook nu bleek dat de initiële 
desorptiesnelheidscoëfficient snel enkele ordes kleiner werd met toenemende 
contacttijd tussen bacterie en het testoppervlak (in dit geval een oppervlak van 
fibronectine).  Bij deze experimenten werd geen verschil gevonden tussen de 
stam met FnBP’s en de stam zonder. Dat de bindingssterkte tussen bacterie en 
oppervlak snel toeneemt, werd vervolgens met AFM bevestigd. Om te zien hoe 
groot de rol van de FnBP’s op de gevonden parameters is, werd albumine (een 
eiwit uit bloed) gebruikt om de specifieke interacties te blokkeren. Nadat óf de 
Fn-coating, óf de bacteriën tijdens hun groei blootgesteld waren aan albumine, 
bleek dat de adhesie van de stammen aan de oppervlakken sterk gereduceerd 
werd. Dit wekte de suggestie dat het albumine niet alleen specifieke Fn-FnBP 
bindingen blokkeert, maar ook de non-specifieke aantrekking onderdrukt omdat 
ook de adhesie van de stam zonder FnBP’s gereduceerd was. Echter, na 





was op de adsorptie-enthalpie van Fn aan bacteriën en ook AFM-krachten en 
desorptiesnelheidscoëfficiënten waren nauwelijks verschillend.  
Uit deze studies zijn twee belangrijke conclusies getrokken. De eerste is 
dat AFM en calorimetrie in staat zijn om metingen te doen waarbij FnBP’s 
betrokken zijn die wat dieper in de celwand liggen. Hierdoor is met deze 
technieken geen verschil gevonden tussen de twee verschillende stammen 
wanneer de specifieke interacties geblokkeerd werden door albumine. De 
tweede conclusie is dat de desorptiesnelheidscoëfficiënt in deze gevallen 
bepaald werd door bacteriën die op een non-specifieke manier gehecht waren. 
Doordat bacteriën in de PPFC een milde landing op het testoppervlak hebben, 
spelen de dieper gelegen receptoren in deze techniek geen rol en blijft de 
desorptiesnelheidscoëfficiënt onafhankelijk van FnBP’s. 
 In de algemene discussie van dit proefschrift, Hoofdstuk 7, wordt 
opgemerkt dat een directe correlatie tussen de adhesieparameters zoals bepaald 
in de PPFC en met AFM bemoeilijkt wordt door de verschillende principes van 
beide experimentele technieken. Metingen met de PPFC benaderen een 
natuurlijke situatie het beste en geven daarom een goede indicatie voor 
bacteriële adhesie zoals die plaatsvindt in een natuurlijke omgeving. Studies met 
de PPFC laten zien dat waterstofbrugvorming tussen het oppervlak en het 
omringende water een belangrijk mechanisme is in bacteriële adhesie en leiden 
tot de conclusie dat hechting van bacteriën aan een hydrofoob oppervlak 
gunstiger is. In experimenten met de AFM worden krachten bepaald die over het 
algemeen in de praktijk niet bereikt worden. Dit komt doordat contact tussen de 
bacterie en het oppervlak geforceerd wordt. Ook in deze techniek bleek 
waterstofbrugvorming een belangrijk mechanisme voor adhesie. Echter, nu zijn 
het de waterstofbruggen die direct tussen bacterie en oppervlak gevormd 
worden. In tegenstelling tot studies met de PPFC, wordt met AFM 





Een belangrijke conclusie van dit promotie-onderzoek is dan ook, dat 
onderzoekers voorzichtig moeten zijn bij het gebruik van AFM om te bewijzen 
dat de microbiële interacties op het ene oppervlak gunstiger zijn dan op het 
andere oppervlak. Echter, uit beide experimentele technieken kan geconcludeerd 
worden dat waterstofbrugvorming een belangrijk mechanisme in bacteriële 
hechting aan oppervlakken is. 
 
 
